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RESUMO

A compreensdo da vasta diversidade quimica microbiana impulsionou a descoberta de produtos naturais
ainda inexplorados, tornando a metabolémica uma abordagem fundamental para estudos de alto rendimento
focados em produtos naturais microbianos. Neste estudo, o objetivo foi avaliar o metaboloma de bactérias
endofiticas isoladas do cacto Cereus peruvianus, cultivadas a partir de sementes (CS) e somaclones
regenerados in vitro (CR), utilizando a geragédo de redes moleculares. Os espectros de massa obtidos por
UHPLC-HRMS/MS foram processados com o software Data Analysis™ (Bruker) e analisados na plataforma
GNPS (Global Natural Products Social), gerando redes moleculares (Molecular Networking). Para o grupo
CR, 78 metabdlitos foram anotados pelo GNPS, enquanto para o grupo CS, 136 estruturas quimicas foram
anotadas. Dos metabdlitos anotados pelo GNPS, 44 foram confirmados com base em similaridades
espectrais, perfis de fragmentagao e busca bibliografica. Dentre os compostos anotados, destacaram-se as
classes quimicas de flavonoides, surfactinas, macrolideos, terpenos e vitaminas, compondo os metabolomas
endofiticos associados a plantas de C. peruvianus com diferentes origens genéticas. Observou-se que o perfil
quimico do metaboloma endofitico isolado da planta regenerada apresenta maior diversidade de metabdlitos
anotados em comparagéo ao metaboloma endofitico isolado da planta selvagem, sendo diversas classes de
compostos exclusivas do metaboloma endofitico de acordo com a planta hospedeira. A combinagao de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e a analise de rede molecular (RM) proporcionou
uma caracterizagdo detalhada dos metabolomas de bactérias endofiticas associadas a C. peruvianus,
permitindo uma exploragcdo abrangente do potencial quimico desses organismos em diferentes contextos
genéticos.

PALAVRAS-CHAVE: Cactaceas; Enddfitos; Flavonoides; Macrolactinas; Metabolémica.
1 INTRODUC}AO

A relacao de endofitismo é capaz de resultar na producao de compostos metabdlicos
singulares e até mesmo exclusivos. O fenbmeno de interagdo planta-microrganismos €&
onipresente e diverso na natureza e devido ao seu envolvimento em diversas associagdes
hetero especificas, cada planta é considerada como uma unidade complexa unica que
resulta no desenvolvimento de um metabolismo sintréfico (Aghdam; Brown, 2021). As
pressdes de selecdo coevolutivas impdéem uma associagao cooperativa/balanceada entre
enddfitos e plantas hospedeiras, evoluindo para gerar estruturas quimicas que interajam
com determinados alvos bioldgicos, seja por sinais quimicos para comunicagao, nutrigao,
defesa de nicho ou para inibir o crescimento de competidores (antagonismo) (Chevrette et
al., 2020). Além disso, para aqueles endofitos considerados sistémicos, ha indicios de troca
regular de material genético entre ambos, proporcionando ao enddfito a capacidade de
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produzir compostos metabdlicos semelhantes ao da planta hospedeira (Raime; Adeleke,
2021).

Desta maneira, a biossintese de metabdlitos especializados por endéfitos, que séo
aqueles microrganismos que habitam o interior de tecidos vegetais sem causar sintomas
de patogenicidade e compartilham repertério metabdlico semelhante ou mesmo
complementar ao da planta hospedeira, resulta em misturas quimicas altamente complexas
reguladas e produzidas a partir da expresséao de clusters génicos biossintéticos (BGCs)
dependentes de gendtipo especificidade e de modulagdo biosintética especifica a
estressores abidticos (Bind et al., 2022). Essas caracteristicas, associadas a grupos
especificos de vegetais e biomas, fazem dos endofiticos organismos muito interessantes
para a exploragao e produgdo de compostos naturais bioativos de interesse, assim como
para a compreensao de padrdes metabolicos e fisiologicos das plantas hospedeiras.

Cactaceas da espécie C. peruvianus sao consideradas importantes plantas
medicinais e nutracéuticas da América do Sul (Nunes et al., 2022; Santos et al. 2021), por
serem utilizadas para o tratamento de diversas doengas como disturbios
pulmonares, reumatismo € no tratamento tépico de feridas e litiase, além de serem
utilizadas na medicina popular para perda de peso, reducao dos niveis de colesterol (LDL),
como diurético e cardiotbnico. Substancias pertencentes a diferentes classes de compostos
quimicos como acidos graxos, polissacarideos, terpenos, alcaloides e acidos fendlicos sao
relacionadas as estas propriedades fitoquimicas e farmacologicas de C. peruvianus (Santos
et al., 2021).

Plantas regeneradas in vitro de C. peruvianus para a obtengdo de mudas em larga
escala e produgao de compostos quimicos de interesse, geraram variantes somaclonais
que apresentam variabilidade genética distinta das plantas cultivadas na natureza a partir
de sementes (Mangolin et al., 1997). Quando tecidos de calos foram usados para o
restabelecimento de plantas de C. peruvianus in vitro, as plantas regeneradas
apresentaram variabilidade genética, bem como perfis quimicos diferenciados (Mangolin et
al., 1997; Mangolin et al., 2002). A complexidade quimica observada nos organismos
vegetais é reflexo do estabelecimento e da composi¢cdo do seu microbioma endofitico.
Como observado por Beraldo-Borrazzo et al. (2021), diferentes comunidades de bactérias
endofiticas foram isoladas e identificadas para plantas de C. peruvianus desenvolvida
naturalmente a partir de sementes em comparacgao a planta de C. peruvianus regenerada
in vitro.

Desta forma, o estudo de metabolomas envolvidos nas interacdes de endofitismo
podem trazer importantes contribuicbes acerca da interacdo planta-microrganismos,
dependentes da biossintese de compostos especializados. A metaboldmica € uma ciéncia
emergente e tem promovido grande impacto em uma variedade de areas cientificas, com
destaque para a quimica de produtos naturais, por possibilitar o estudo das metabolomas.
A caracterizagdo quimica de matrizes biolégicas complexas alcangou avangos marcantes
por meio do uso de redes moleculares como estratégia de desreplicagao (Qin et al., 2022).
Isto porque, a geragéo de redes moleculares permite a visualizagao global da diversidade
quimica presente em uma amostra, possibilitando a organizagcdo de grandes conjuntos
amostrais, o que representa rapidez e versatilidade quando comparada a técnicas de
desreplicacao classicas.

Portanto, o objetivo no presente estudo foi realizar analises metaboldmicas de
extratos bacterianos endofiticos por meio de estudo de desreplicacdo por UHPLC-
HRMS/MS e Molecular Networking para comparagao dos perfis metabdlicos de bactérias
endofiticas isoladas de C. peruvianus cultivado a partir de sementes e de somaclone
regenerado in vitro.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Linhagens de bactérias endofiticas isoladas de plantas de C. peruvianus
desenvolvido a partir de sementes e de plantas somaclones regeneradas in vitro,
respectivamente denominadas de CS e CR, conforme descrito por Beraldo-Borrazzo et al.
(2021), foram mantidas em armazenamento sob refrigeracao entre 4-6 °C e preservadas
em solugao de glicerol 30% a -80 °C, além de serem mantidas em condigdes axénicas de
cultivo. Cada grupo (CR e CS) é constituido por 15 linhagens endofiticas e sao pertencentes
a Colecao de Microrganismos Endofiticos e do Ambiente do Laboratério de Biotecnologia
Microbiana (CMEA-LBIOMIC), localizado na Universidade Estadual de Maringa (UEM). O
acesso ao patriménio genético brasileiro foi registrado no SISGEN (National System for the
Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge) sob cdodigo
AC8F7D2.

2.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS METABOLICOS

A obtencao dos extratos metabdlicos foi realizada conforme Polli et al. (2021) com
modificagdes. Inicialmente as bactérias endofiticas foram cultivadas em microtubos com
meio TSB durante 48 h e diluidas em solugéo salina 0,85% para atingirem a concentracao
de 108 unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro, com o auxilio da escala de
McFarland 0.5. Posteriormente, 500 uL da suspensao resultante foi aliquotada em tubos de
ensaio contendo 15 mL de meio TSB, sendo incubados sob agitacédo (120 rpm/ 28 °C)
durante 3 dias. Apos este periodo, o meio fermentado foi centrifugado em tubos cénicos de
50 mL com 2.750 x g por 15 minutos. Este procedimento também foi realizado com meio
de cultura na auséncia do in6culo, como controle de esterilidade e também como controle
de moléculas presentes no meio.

Para a extragdo dos metabdlitos produzidos, o sobrenadante do meio fermentado
(aproximadamente 15 mL) foram transferidos para um funil de separagao e submetido a
particao liquido-liquido com o solvente organico acetato de etila (EtOAc- grau P.A). A
particdo com acetato de etila foi repetida trés vezes (3 x 10 mL) para 15 mL do meio
fermentado, resultando em um volume final de 30 mL de EtOAc. A fragdo organica do
acetato de etila com os metabdlitos foi filtrada com algodao e concentrada sob pressao
reduzida em evaporador rotativo (banho frio: £4 °C/ banho quente: 37 °C/ pressao: 600
mmHg), obtendo-se o extrato bruto de metabdlitos.

2.3 ESTUDO DE DESREPLICACAO POR UHPLC-HRMS/MS

A separagao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna C18 (75 x 2.0 mm
i.d.; 1.6 ym) (Shimpack XR- ODS Ill) mantida a temperatura de 40 °C. A fase mével consistiu
em H20 Milli-Q (solvente A) e 0,1% de acido férmico em acetonitrila (solvente B). O
programa de gradiente de eluigao foi: 5% de acetonitrila (0-1 min), 30% de acetonitrila (1-3
min), 95% de acetonitrila (3-8 min) e por fim mantida a 95% de acetonitrila (8-16 min), com
uma taxa de fluxo de 0,2 mL/min e volume de injegao foi de 2 puL. Acoplado ao cromatdografo,
foi utilizado um espectrémetro de massas de alta resolugcdo com analisador quadrupolo-
Tempo de voo (QTOF), modelo IMPACT Il (Bruker Daltonics Corporation, EUA) e equipado
com uma fonte de ionizacao Electrospray. No espectrdbmetro de massas, a voltagem capilar
foi operada no modo de ionizagao positiva, regulada a 4500 V, utilizando formiato de sddio
(10 uM) como calibrante. Os parametros do gas seco foram ajustados para 8 L/min a 200°C
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com uma pressao de gas de nebulizagédo de 4 bar. A fragmentagéo por dissociagéo
induzida por colisdo (CID) ocorreu usando gas de colisdao de argbdnio (Ar) e energia de
colisdo de 5-50 eV. Os dados espectrais das amostras investigadas foram recolhidos a
partir de m/z 50-1000, e com uma taxa de aquisigao de 5 espectros por segundo. Os ions
de interesse foram selecionados por auto-fragmentacéo de varredura MS/MS.

24  ANOTACAO DE SUBSTANCIAS BASEADA EM MOLECULAR NETWORKING

Para a anotagcdo de substancias e organizacao dos dados brutos obtidos das
analises por UHPLC-MS/MS utilizou-se a abordagem de Molecular Networking.
Inicialmente os dados brutos foram convertidos para o formato mzXML, através do software
de dados Data Analysis™ (Bruker) e carregados para a plataforma do GNPS (Global
Natural Products Social Molecular Networking) (Wang et al., 2016). No GNPS, os dados
foram submetidos para formagdo das redes moleculares utilizando o fluxo de trabalho
online. Os dados foram agrupados com MS-Cluster com uma tolerancia de massa parental
de 0,02 Da e uma tolerancia do ion fragmento MS/MS de 0,02 da para criar espectros de
consenso. Uma rede entao foi criada onde os parametros das bordas foram pontuacao de
cosseno acima de 0,7 e mais de 4 picos correspondentes.

Os dados foram filtrados removendo todos os picos de MS/MS dentro de £ 17 Da do
precursor m/z. Em seguida, a rede foi pesquisada em relagéo as bibliotecas espectrais do
GNPS e todas as correspondéncias apresentaram a pontuacao de cosseno acima de 0,7 e
pelo menos 4 picos correspondentes. A analise de rede foi exportada do GNPS e analisada
no Cytoscape (Shannon et al., 2003) e os dados obtidos também foram comparados com
dados da literatura. A analise do branco também foi incluida e os nds correspondentes aos
ions detectados no branco foram excluidos das redes moleculares.

2.5 QLASSIFICACAO DAS CLASSES QUIMICAS DOS PRODUTOS NATURAIS
ENDOFITICOS POR MEIO DE MOLNETENHANCER

Para aprimorar as informagdes estruturais quimicas dentro da rede molecular,
informagdes de anotacbdes de estrutura in silico do GNPS Library Search, do Network
Annotation Propogation (NAP) e do Dereplicator foram incorporadas a rede usando o fluxo
de trabalho GNPS MolNetEnhancer (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation
/molnetenhancer/). O arquivo de lista de picos LC-MS/MS pré-processado também foi
submetido ao MS2LDA (//MS2LDA.org). As anotacbes de classes quimicas foram
realizadas usando a ontologia quimica por meio do ClassyFire (Wang et al., 2016).

A abordagem de triagem de metabdlitos produzidos por bactérias endofiticas
isoladas de plantas de C. peruvianus desenvolvido naturalmente no ambiente a partir de
sementes, em relagdo aos metabdlitos produzidos a partir da comunidade microbiana
endofitica isolada de C. peruvianus regenerado in vitro, foi realizada avaliando
putativamente a similaridade espectral das amostras através da geracdo de redes
moleculares de similaridade espectral. A anotacao estrutural dos metabdlitos foi confirmada
por meio da analise de candidatos e seus analogos sugeridos usando ferramentas de
mineragdo de dados e organizacdo da plataforma GNPS pelos bancos de dados de
produtos naturais, bibliotecas de espectros de massa de referéncia e dados precisos de
massa (m/z), padrao de fragmentagdo MS/MS e tempo de retengédo cromatografica.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A interpretacdo manual de espectros de massa € impraticavel quando se trata de
analise baseada em experimentos metabolédmicos nao direcionados, dada a grande
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quantidade de dados espectrais gerados. A Rede Molecular Social de Produtos Naturais
Globais (GNPS) é uma plataforma de desreplicacdo de alto rendimento, devido a
desreplicacédo ser mediada por um algoritmo de alinhamento espectral que permite a
deteccdo de correspondéncias significativas para analogos putativos de compostos
conhecidos ou compostos pertencentes a mesma classe geral de moléculas por meio de
correspondéncia espectral (Van Der Hooft et al., 2020; Wang et al., 2016).

A analise de MolNetEnhancer associada as ferramentas in silico NAP (MetFrag) e
Dereplicator, incluindo o método de descoberta subestrutural (MS2LDA), forneceu a
classificagado quimica putativa das familias moleculares geradas, a nivel de superclasses,
para as linhagens bacterianas endofiticas dos grupos CR (isoladas de C. peruvianus
regenerado in vitro) e CS (isoladas de C. peruvianus cultivado por meio de sementes). O
MolNetEnhancer para o grupo CR classificou os metabdlitos da rede molecular em nivel de
superclasse principalmente em: lipidios ou derivados, compostos organoheterociclicos,
fenilpropandides e policetideos, benzenoides, acidos organicos e derivados, compostos
organicos nitrogenados, compostos orgassulfurados, alcaloides e derivados e nucleosideos
(Figura 1 A). Enquanto a classificagdo quimica dos metabdlitos do grupo CS, consistiu em
oito classes quimicas principais: lipideos ou derivados, compostos organoheterociclicos,
fenilpropandides, acidos organicos, compostos organicos oxigenados, compostos
orgassulfurados, benzenoides e alcaloides e derivados (Figura 1 B).

Figura 1: Redes moleculares para anotagao de classes quimicas usando MolNetEnhancer de
metabolomas endofiticos isolados de C. peruvianus regenerado (CR) e de C. peruvianus
desenvolvido naturalmente por meio de sementes (CS). (A).: Rede molecular grupo CR. (B).:
Rede molecular grupo CS. Os nodos em azul sao referentes a compostos nao classificados para

e ® ® .
casl, ° L8 o®
. & %
Po %00 poe o
° ® PY
A .o o*
©
1 oo °®
» ®
o ] °
@
- L]
o
o
i3 eididesd : - . -
eie . o0 °® ece
@ ©
2
@
©
L
L
o L] e
Lipids Lipids
Organoheterocyclic Organoheterocyclic
@  Fenylpropanoids and polyketides @ Fenyipropanoids and polyketides
B Oreanic acids and derivatives B Organic acids and derivatives
Organic nitrogen compounds Benzenoids
F A Benzenoids Organic oxygen compounds
onte: Autor. B Nucleosides Organosulfur compounds
Organosulfur compounds Alkaloids and derivatives
Alkaloids and derivatives No matches

No matches

Anais Eletronico XIV EPCC
UNICESUMAR - Universidade Cesumar @UniCesumar



oouwo Cientifica da UniCesumar X I V

=PCC

%uoouz 7 a 31 de outubro de 2025

43
~
5]
S
@
%
\’,/(/

A fim de avaliar e comparar o perfil metabolédmico produzido por comunidades
microbianas endofiticas isoladas de plantas de C. peruvianus, RM de metabdlitos foram
geradas separadamente para as linhagens bacterianas endofiticas dos grupos CR (Figura

2A) e CS (Figura 2B). Para obter resultados com maior similaridade estrutural e
origem biossintética dentro de familias moleculares a partir de redes moleculares, os ions
parentais dentro das redes moleculares corresponderam a apenas quatro padrdes
conhecidos dentro da biblioteca espectral do GNPS, com limite para a similaridade do valor
de cosseno estabelecido em 0,7. A desreplicagao dos dados espectrais pelo GNPS resultou
em 1113 nodos para a RM CR, enquanto para RM CS foram gerados 750 sinais espectrais.
Isso demonstra que o grupo CR, referente ao C. peruvianus regenerado, apresentou uma
maior diversidade quimica de substancias anotadas.

A analise de compostos anotados sugeridos pela biblioteca espectral do GNPS apdés
inspecao do perfil dos padrbes de fragmentacao MS/MS, avaliagdo do erro de massa exata
e comparac¢ao com dados disponiveis na literatura, resultou na identificagao putativa de 44
metabdlitos baseados em anotacdes de niveis Il e Il (Schymanski et al., 2014). Classes de
compostos como vitaminas (Piridoxina, CsH11NO3) (44), dicetopiperazinas (C20H19N3O2 e
C16H17N302) (4), (5), derivados de clorofila (C3sH3sN4Os e Cs5H74N40s) (1), (2) e inddis como
acido 3-indolacético (C10HsNO2) (20) foram observados como biomoléculas comuns aos
dois grupos avaliados (CS e CR).

Figura 2: Redes moleculares contendo as principais familias moleculares identificadas na analise
de desreplicagao de metabolomas endofiticos de C. peruvianus usando a plataforma GNPS. A.:
Rede molecular de metabdlitos endofiticos isolados de somaclones de C. peruvianus regenerado
in vitro. B.: Rede molecular de metabdlitos endofiticos isolados de C. peruvianus desenvolvido a
partir de sementes. C.: Flavonoides anotados para a rede molecular CR. D.: Terpenoides
anotados para a rede molecular CS. Os retangulos em rosa nas RM correspondem as substancias
identificadas em destaque para a RM CR e CS. Nodos com bordas pretas indicam substancia
anotada pelo GNPS. Nodos com bordas verdes indicam substancias identificadas com base em
similaridades espectrais, perfil de fragmentacéo e literatura.

C. FLAVONOLS ENDOPHYTIC BACTERIA OF THE CR GROUP

A. MOLECULAR NETWORK OF 15 CR STRAINS A~ ‘
J \ ] (13)
” . A

0 \(/\ T/ \T/\\\/
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Culture medium
@ Pseudomonas stutzeri
Micrococcus luteus
B Bacillus subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
B Bacillus licheniformis
B Corynebacterium mycetoides
@ Staphylococcus epidermidis

Culture medium
B Pseudomonas stutzeri
Micrococcus luteus
Kocuria palustris
@ Moraxela osloensis
B Corynebacterium mycetoides ad®
@ Microbacterium testaceum X
Staphylococcus cohnii

Fonte: Autor.

Para a espécie mais representativa da RM CR, Pseudomonas stuzeri, foram
identificadas anotacdes para flavonoides. Diidroquercetina, m/z 305,0661 (12), foi anotado
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pela desreplicacdo do GNPS, assim como derivados de diidroquercetina, também
produzidos por P. stuzeri (Figura 2C). Estes derivados foram agrupados em uma familia
molecular (FM) com anotagdo para O-prenylaromadendrin (m/z 357,1333) (13). A
verificacdo do padréo de fragmentagdo composta pelos outros trés nodos presentes no
cluster, possibilitou realizar a identificacdo putativa de outros derivados de flavonoides
contendo o grupo O-prenil na estrutura, denominados como O-prenyltaxifolin (m/z
373,1282) (14), O-prenyl-methoxyflavonol derivative (m/z 387,1438) (15) e O-prenylflavonol
derivative (m/z 455,2064) (16).

Dentre as diversas fungbes dos flavonoides na planta ha a de mediadores de
interagdes planta-microrganismos. Os flavonoides exercem papeis importantes nesta
dindmica estabelecida entre plantas hospedeiras e microrganismos, desde agao sobre
patogenos, promog¢ao de crescimento, como até, na detecgédo de quorum bacteriano (Wang
et al., 2022). Moléculas flavonoides podem ser biotransformadas em moléculas
de sinalizagdo de autoindutores (Als) (Wang et al., 2022), que sdo moléculas que estao
envolvidas no mecanismo de comunicagao celular, quorum sensing, utilizado por bactérias
para desencadear mudancgas na expressao génica para o desempenho de fungdes cruciais
para a sua sobrevivéncia e o0 seu sucesso ecoldgico (Abisado et al., 2018).

Funcbes como excregao de toxinas, antimicrobianos para competicdo com outras
especies ou cooperagdo com parceiros simbioticos, enzimas extracelulares,
exopolissacarideos para formacdo de biofiime e mecanismo de enxameamento para
motilidade e fixagdo de nitrogénio para nodulacdo em raizes, sdo alguns exemplos deste
mecanismo adaptativo em ambientes naturais desencadeado pelos flavonoides (Zeng et
al., 2023). De acordo com Yu et al. (2020), os flavonoides apigenina e floretina foram
capazes de aumentar a motilidade de enxameagao, como também a producéao de fibras de
celulose e curli em Pseudomonas fluorescens, sendo estes mecanismos fundamentais para
a colonizacdo bem-sucedida da superficie das raizes das plantas.

Micrococcus luteus, uma actinobacteria, representou 60% dos isolados de C.
peruvianus cultivados a partir de sementes (Beraldo-Borrazzo et al., 2021). M. luteus levou
a formagao de uma familia contendo anotados para terpernoides, produzidos por todas as
linhagens de M. luteus do grupo CS. O terpeno anotado 1,4a-dimethyl-9-oxo-7-propan-2-
yl-3,4,10,10a-tetrahydro-2H-phenanthrene-1-carboxylic acid, de m/z 315,1960 (41), ocupou
a mesma FM junto ao 19,28-Epoxyoleanan-3-ol de m/z 425,3783 (42). Notou-se que um
derivado de terpeno também pode ser putativamente identificado em outro cluster da rede
molecular CS como single node, com m/z de 432,2386 (43) (Figura 2D). Nos ultimos anos
varios terpenoides de alto valor foram identificados a partir da produgao por enddfitos (Chen
et al., 2021). Terpenos como diglucosideo de zeaxantina e ginsenosideo s&o produzidos
por espécies bacterianas endofiticas de Pseudomonas sp. e Agrobacterium sp.,
respectivamente (Fidan; Zhan, 2019; Yan et al., 2019). E, mais recentemente, Subramanian
e Marudhamuthu, (2020) identificaram a producao do terpeno taxol a partir de hospedeiro
nao Taxus, em bactérias endofiticas como Bacillus flexus, Bacillus licheniformis
e Oceanobacillus picturae de macroalgas marinhas.

Neste estudo dois grandes grupos de moléculas, as macrolactinas e os lipopetideos,
nao apresentaram correspondéncias anotadas pelo GNPS. Assim, a identificagcdo putativa
dessas substancias foi realizada com base nas diferencas de massa observadas nas redes

moleculares, além da comparacgao dos espectros MS/MS obtidos com os padrdes de
fragmentagao descritos na literatura para essas classes quimicas de compostos (Li et al.,
2021).

As macrolactinas sdo um grande grupo de macrolideos composto por anel de
lactonas de 22 a 25 membros, classificadas de acordo com elementos estruturais dienos,
além da posicao e o numero de ligacdes olefinicas no anel de lactona e cadeia lateral
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variada, contendo grupos funcionais acidos carboxilicos e hidroxilas. Os compostos
macrolideos sédo reconhecidos como um grande grupo de acao antibiética (Xu et al., 2024).

Um dos géneros bacterianos mais representativos para produ¢ao de macrolactinas
sao os Bacillus spp. Neste estudo, foram observadas familias moleculares (FM) unicas de
macrolactinas, incluindo m/z 525,2464 (7-O-succinyl macrolactin A ou F) (29), m/z 511,2308
(7-O-malonyl macrolactin A) (30) (Figura 3). O par de nodos em m/z 525,2464 e m/z
511,2308, foram obtidos na forma de adutos de sddio [M+Na]*. Os respectivos espectros
de massa obtidos apresentaram ions fragmentos principais em m/z 407, que
corresponderam a perda de C4HeO4 (118 Da) e C3H4O3 (104 Da) referentes aos grupos
succinyl e malonyl, respectivamente. O ion fragmento observado em m/z 363 foi atribuido
a perda de um residuo de COz2 (44 Da) das estruturas (Li et al., 2021). Outras macrolactinas
agrupadas em uma familia molecular foram observadas na forma de diferentes adutos
[M+H-H20]*, [M+Na]* e/ou [M+NH4]*, m/z 385,2373; m/z 420,2750 (Macrolactin A ou
isbmeros) (31), m/z 367,2268; m/z 402,2644 (Macrolactin N) (32), m/z 383,2217
(Macrolactin E) (34), m/z 441,2253 (15,17-epoxy-16-hydroxy macrolactin A) (35) (Figura 3).

Figura 3: Grupo de macrolactinas obtidas pela desreplicagdo do GNPS para espécies de Bacillus
spp. isoladas de C. peruvianus regenerado. Identificadas putativamente por similaridades
espectrais, perfil de fragmentacgao e literatura. Nodos na cor roxa representam a espécie B.
amyloliquefaciens. Nodos na cor verde representam a espécie B. subtilis.
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Fonte: Autor.

Com base na literatura ndo encontramos correspondéncia estrutural para a m/z
365,2111. Sua estrutura foi proposta por similaridade estrutural das outras estruturas de
macrolactinas identificadas para a mesma FM, por isso podemos sugerir se tratar de um
novo derivado da classe de macrolactinas (33) (Figura 3). Os derivados de macroloctinas
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citados acima, foram agrupados em familias para a espécie de B. amyloliquefaciens. O
acido macrolitico, m/z 421,2585 (36), foi identificado neste estudo em uma FM Unica para
B. subtilis, composta por outros quatro ions agrupados nesta mesma familia (m/z 498,302,
m/z 538,334, m/z 540,349, m/z 544,292), indicando similaridade com essa substancia de
acordo com o perfil espectral (Figura 3).

Devido sua natureza antimicrobiana diversos estudos tém apontado a agao sobre
fitopatdbgenos das macrolactinas, além de sua capacidade de induzir a resisténcia sistémica
em plantas (ISR). Segundo Yuan et al. (2016), macrolactina A, 7- O -malonil macrolactina
A e 7- O -succinil macrolactina A produzidas por B. amyloliquefaciens sao capazes de
alterar a comunidade bacteriana do solo, reduzindo a diversidade a da comunidade
bacteriana com diminuicao significativa na abundancia relativa de Acidobacterias.

A identificacdo do lipopeptideo surfactina C 12de m/z 994,6435 (23) foi anotado para
a espécie B. amyloliquefaciens na forma de um single nodo (Figura 4). Ao examinar a RM
CR outras isoformas de surfactinas foram putativamente identificadas formando uma FM
Unica para B. amyloliquefaciens e B. licheniformis, composta por outros seis nodos
agrupados nesta mesma familia. Os compostos com m/z 504,8337 (24), m/z 511,8415 (25)
e m/z 518,8493 (26) corresponderam aos ions precursores das surfactinas C13, C14 e C15
na forma de adutos [M+2H]?* (Figura 4, Tabela 1). A andlise da familia molecular mostrou
compostos com diferencas de massa de 14 Da, 28 Da e 42 Da, sugerindo moléculas com
diferentes comprimentos de cadeias acila dentro da mesma familia de isoformas, auxiliando
na anotacéo destes compostos. Além disso, observou-se outros nodos néo anotados desta
familia como potenciais derivados de lipopeptideos.

Figura 4: Grupo de surfactinas obtidas pela desreplicacédo do GNPS para espécies de Bacillus
spp. isoladas de C. peruvianus regenerado. Identificadas putativamente por similaridades
espectrais, perfil de fragmentacgao e literatura. Nodos na cor roxa representam a espécie B.

amyloliquefaciens. Nodos na cor rosa representam a espécie B. licheniformis.
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A producao de biofilmes bacterianos esta relacionada a producao de surfactinas que
atuam principalmente sobre a mobilidade do biofilme e o estabelecimento dos biofilmes esta
correlacionado diretamente com a capacidade de colonizagdao microbiana das raizes de
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plantas (Zeriouh et al., 2014). As propriedades anfifilicas das surfactinas contribuem para a
difusdo de metabdlitos produzidos a partir do estabelecimento dos biofilmes bacterianos,
estimulando o desenvolvimento da planta por meio da solubilizagdo de minerais insoluveis
como fosfatos e oligoelementos, promovendo uma absorgdo aprimorada de nutrientes
(Singh et al., 2018).

E relevante ressaltar que os isolados endofiticos analisados em nivel de metaboloma
neste estudo, representam apenas uma fragdo da microbiota associada a C. peruvianus.
Os metabolomas identificados foram obtidos sob condigbes de bioprospeccéao in vitro, no
entanto, no ambiente natural, os estimulos moleculares provenientes das interacbes com
as plantas hospedeiras e outros microrganismos podem influenciar qualitativa e
quantitativamente o perfil metabdlico. Ainda assim, os resultados deste estudo demonstram
que, mesmo em condi¢cdes axénicas, as bactérias endofiticas de C. peruvianus apresentam
uma elevada complexidade molecular em seus metabdlitos.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

A analise metabolédmica baseada na geracdo de redes moleculares apoiada por
técnicas analiticas de alta sensibilidade e seletividade de aquisicdo de dados quimicos,
como a espectrometria de massas, permite visualizar e explorar o potencial quimico contido
em um metaboloma de maneira muito mais abrangente. O uso das redes moleculares torna
possivel a identificagdo de biomoléculas muitas vezes negligenciadas por métodos
direcionados na identificacdo de metabdlitos especializados e neste estudo, forneceu
informagdes quimicas diferenciais sobre 0 metaboloma de bactérias endofiticas isoladas de
C. peruvianus cultivado a partir de sementes e de somaclone regenerado in vitro.

Observou-se que o perfil quimico do metaboloma endofitico isolado da planta
regenerada apresenta maior diversidade de substancias anotadas em comparagado com o
metaboloma endofitico isolado da planta selvagem. Diversos metabdlitos especializados
relacionados a interacéo entre planta hospedeira e enddfitos foram identificados de forma
putativa, sendo que varias classes de compostos foram exclusivas ao metaboloma
endofitico de acordo com a planta hospedeira.

Entre as classes quimicas de compostos anotadas, destacam-se terpenoides,
lipoaminoacidos e glicerofosfolipideos para a rede molecular da planta cultivada a partir de
sementes, enquanto flavonoides, macrolideos, fendis e alcoois graxos foram putativamente
identificados para a rede molecular da planta regenerada. Assim, a utilizagdo de redes
moleculares proporcionou uma compreensao mais detalhada dos metabolomas endofiticos
presentes em plantas de C. peruvianus com diferentes origens genéticas, abrindo caminho
para estudos futuros direcionados a elucidagao e caracterizagao de estruturas quimicas e
classes metabdlicas de interesse biotecnologico.
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